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RESUMEN 
La eficacia y el uso de desinfectantes para eliminar patógenos en el entorno 
hospitalario se basan en pruebas contra las bacterias planctónicas; pero en el 
medio ambiente, las bacterias se encuentran mayormente en forma de  
biopelículas sobre los dispositivos médicos, mesas quirúrgicas, pisos e 
instrumentos. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la eficacia de dos 
desinfectantes de uso hospitalario (Dezavid® y Supersafe-D®) frente a 
biopelículas de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus formadas 
sobre acero inoxidable. Adicionalmente se evaluó la eficacia del hipoclorito de 
sodio (lejía tradicional) de uso doméstico. Se formó durante 6 días una 
biopelícula sobre discos de acero inoxidable de 1 cm de diámetro y 1 mm de 
espesor, posteriormente se les trato con concentraciones de 0,05 %, 0,10 % y 
1,00 % de Dezavid®; Supersafe-D® y lejía tradicional, dejando actuar el 
desinfectante durante el tiempo recomendado por el fabricante. Posteriormente 
se cuantificó las UFC/disco en comparación con un grupo de discos que no 
fueron sometidos a ningún desinfectante. Los desinfectantes con mayor 
eficacia fueron Dezavid® 1,00 %; 0,10 % y Supersafe-D® para Staphylococcus 
aureus ATCC y cepa clínica. En el caso de Pseudomonas aeruginosa ATCC y 
cepa clínica los desinfectantes con mayor eficacia fueron Dezavid® 1,00 % y 
Supersafe-D®. La lejía (1:20) tuvo igual eficacia que Dezavid® 1,00 %; 0,10 % 
y Supersafe-D® para Staphylococcus aureus ATCC y cepa clínica. En el caso 
de Pseudomonas aeruginosa ATCC y cepa clínica, la lejía (1:20) tuvo igual 
eficacia que Dezavid® 0,10 %. 
Palabras clave: biopelículas, desinfectantes, acero inoxidable, Pseudomonas 
aeruginosa, Staphylococcus aureus. 
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SUMMARY 
The efficacy and use of disinfectants to eliminate pathogens in the hospital 
environment are based on tests against planktonic bacteria; but in the 
environment, bacteria are mostly in the form of biofilms on medical devices, 
surgical tables, floors and instruments. The objective of this work was to 
evaluate the efficacy of hospital disinfectants (Dezavid® and Supersafe-D®) 
against biofilms of Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus 
formed on stainless steel. In addition, the efficacy of sodium hypochlorite 
(traditional bleach) for domestic use was evaluated. A biofilm was formed for 6 
days on 1 cm diameter and 1 mm thick stainless steel discs, subsequently 
treated with concentrations of 0,05 %, 0,10 % and 1,00 % Dezavid®; 
Supersafe-D® and traditional bleach, allowing the disinfectant to act for the time 
recommended by the manufacturer. Subsequently, the CFU/disc was quantified 
in comparison with a group of discs that were not subjected to any disinfectant. 
The most effective disinfectants were Dezavid® 1,00 %; 0,10 % and Supersafe-
D® for Staphylococcus aureus ATCC and clinical strain. In the case of 
Pseudomonas aeruginosa ATCC and clinical strain, the most effective 
disinfectants were Dezavid® 1,00 % and Supersafe-D®. The bleach (1:20) was 
as effective as Dezavid® 1,00 %; 0,10 % and Supersafe-D® for Staphylococcus 
aureus ATCC and clinical strain. In the case of Pseudomonas aeruginosa 
ATCC and clinical strain, the bleach (1:20) had the same efficacy as Dezavid® 
0,10 %. 
Key words: biofilms, disinfectants, stainless steel, Pseudomonas aeruginosa, 
Staphylococcus aureus. 
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I. INTRODUCCIÓN 
Las infecciones intrahospitalarias (IIH) constituyen hoy en día un 
importante problema de salud pública no sólo para los pacientes, sino 
también para la familia, la comunidad y el Estado, constituyendo así un 
desafío para las instituciones de salud y el personal médico responsable 
de la atención; por ser un evento adverso que se puede prevenir en 
pacientes hospitalizados1.  En un estudio de prevalencia de IIH en un 
hospital peruano de nivel IV se encontró que tanto Pseudomonas 
aeruginosa como Staphylococcus aureus constituyen los agentes 
infecciosos más comunes en las infecciones hospitalarias2. Estudios 
realizados señalan que las IIH son causadas en gran medida por las 
biopelículas formadas en superficies de los hospitales3-4, debido a que las 
bacterias pueden crear condiciones para formar biopelículas casi en 
cualquier ambiente formando una interfase sólido-líquida entre una 
superficie y un medio, proporcionando un entorno ideal para la fijación y 
crecimiento de microorganismos5. 
Tales biopelículas constituyen reservorios potenciales para patógenos 
como Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, que sirven 
como una fuente continua de infecciones y contaminaciones cruzadas3-4. 
Los desinfectantes se usan ampliamente en hospitales y otros entornos 
sanitarios para controlar el crecimiento de microbios en diferentes 
aplicaciones, como esterilización de dispositivos médicos y desinfección 
de superficies y aguas. Son partes esenciales de las prácticas de control 
de infecciones y ayudan en la prevención de infecciones adquiridas en la 
asistencia sanitaria. El nivel de desinfección o esterilización depende del 
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uso previsto del objeto: elementos críticos que entran en contacto con 
tejidos estériles (catéteres, prótesis y sondas cardiacas), elementos 
semicríticos que entran en contacto con las membranas mucosas 
(endoscopio) e instrumentos no críticos que sólo entran en contacto con la 
piel intacta (incubadoras, mesas de acero inoxidable, etc.)6. 
Aunque las superficies en los hospitales son tratados con desinfectantes, 
algunos microorganismos pueden sobrevivir y dar lugar a problemas 
sustanciales en términos de salud pública. De hecho, numerosos informes 
han puesto de relieve la supervivencia de los microorganismos después 
de la limpieza y desinfección7, ya que las bacterias que se encuentran 
como biopelícula suelen mostrar resistencia a tal tratamiento8. Esto puede 
deberse a diferentes motivos como la organización estructural de las 
biopelículas que impiden la penetración del desinfectante, que las 
bacterias generan mutantes con una menor susceptibilidad a los 
desinfectantes o por factores que afectan la actividad del desinfectante 
como la concentración, el período de contacto, el pH, la temperatura y la 
presencia de materia orgánica9. 
En el Perú ya se vienen realizando estudios sobre la formación y 
resistencia de las biopelículas formadas en la placa dental y en la 
industria alimentaria10, 11, 12, 13; pero, existen pocos estudios sobre la 
formación y resistencia de biopelículas en materiales como acero 
inoxidable, vidrio, polietileno o teflón que encontramos en un ambiente 
hospitalario y la eficacia de los desinfectantes de uso hospitalario contra 
estas biopelículas. Por ello con la finalidad de contribuir a demostrar la 
eficacia de los desinfectantes utilizados comúnmente en los hospitales de 
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Lima - Perú contra bacterias nosocomiales que tienen la capacidad de 
formar biopelícula, se plantearon los siguientes objetivos:  
1.1. Objetivo general 
Evaluar la eficacia de dos desinfectantes de uso hospitalario frente a 
biopelículas de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus 
formadas sobre acero inoxidable. 
1.2. Objetivos específicos 
 Optimizar un método para la formación de biopelículas de 
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus sobre discos 
de acero inoxidable. 
 Evaluar la reducción bacteriana después del tratamiento con los 
desinfectantes frente a biopelículas de Pseudomonas aeruginosa 
y de Staphylococcus aureus formada sobre discos de acero 
inoxidable. 
 Comparar la eficacia de los desinfectantes de uso hospitalario 
frente a biopelículas de Pseudomonas aeruginosa y de 
Staphylococcus aureus formada sobre discos de acero inoxidable. 
 Comparar la eficacia de los desinfectantes de uso hospitalario 
contra la lejía tradicional de uso común frente a biopelículas de 
Pseudomonas aeruginosa y de Staphylococcus aureus formada 
sobre discos de acero inoxidable. 
1.3. Hipótesis 
Los desinfectantes de uso hospitalario, Dezavid® y Supersafe-D® 
son eficaces frente a biopelículas de Pseudomonas aeruginosa y 
Staphylococcus aureus formadas sobre acero inoxidable. 
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II. GENERALIDADES 
2.1. Biopelículas 
2.1.1. Definición 
Las biopelículas son organizaciones microbianas que pueden 
comprender una sola especie microbiana o múltiples especies 
microbianas y pueden formarse en una variedad de 
superficies bióticas y abióticas14. La biopelícula está 
encerrada en una sustancia mucosa: una matriz 
autoproducida de sustancias poliméricas extracelulares 
(EPS)15. Éstas conformaciones microbianas presentan 
características como heterogeneidad, diversidad de 
microambientes, resistencia a antimicrobianos y capacidad de 
comunicación intercelular. Esta comunidad a menudo se 
caracteriza por una arquitectura interna compleja que contiene 
canales que permiten la circulación de nutrientes; las áreas 
separadas en la biopelícula pueden contener células 
genéticamente idénticas que muestran diferentes patrones de 
expresión génica, esto se traduce en una mayor tolerancia a 
las condiciones adversas, convirtiéndolas en complejos 
difíciles de erradicar de los ambientes donde se establecen15-
16
. 
2.1.2. Estructura 
Gran parte de la matriz de biopelícula, quizás hasta el 97%, 
es en realidad agua, aunque, como ocurre con todos los 
aspectos de las biopelículas, esto dependerá del sistema 
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específico que se examine. El agua se puede unir dentro de 
las cápsulas de células microbianas o puede existir como un 
solvente cuyas propiedades físicas tales como la viscosidad 
están determinadas por los solutos disueltos en ella. Además 
de agua y células microbianas, la matriz de biopelícula es un 
complejo de polímeros secretados, nutrientes y metabolitos 
absorbidos, productos de la lisis celular, macromoléculas 
como proteínas, polisacáridos, ADN, ARN y otros 
componentes celulares como peptidoglucano, lípidos, 
fosfolípidos y otros; siendo muy variable la cantidad de 
material celular dentro de una biopelícula17.  
Varios estudios indican que las EPS no son necesariamente 
un requerimiento para la unión inicial de las células 
microbianas a las superficies, pero su producción es esencial 
para el desarrollo de la arquitectura de cualquier matriz de 
biopelícula. Las moléculas de las EPS proporcionan el marco 
en el que se insertan las células microbianas y como su 
síntesis continúa después de la unión de las células podría 
incluso proporcionar una fuente de nutrientes para algunas de 
las células, estas macromoléculas son componentes 
dinámicos de la biopelícula18.  
2.1.3. Etapas de Desarrollo 
La formación de biopelícula es compleja, pero según 
diferentes investigadores ocurre en las siguientes etapas 
(Figura 1)18: 
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 Adherencia a la superficie 
- Adhesión reversible: las células microbianas se adhieren 
a la superficie a través de sus apéndices como pili, 
fimbrias y flagelos; también pueden unirse a través de 
otras fuerzas físicas como las fuerzas de van der Waals, 
interacciones electrostáticas, etc19-20. La interfaz sólido-
liquido también puede ser una razón para la adherencia y 
crecimiento de microorganismos en la formación de 
biopelículas21. La hidrofobicidad de la superficie también 
puede jugar un papel en el fortalecimiento de la unión de 
microbios, ya que reduce la fuerza de repulsión entre las 
bacterias y la superficie22-23. Los microorganismos se 
adhieren más a las superficies hidrófobas y no polares 
como el teflón y otros plásticos, que a superficies 
hidrofílicas y polares como metales y vidrio24-26. 
- Adhesión irreversible: esta etapa es inducida por 
interacciones más fuertes de la superficie-célula como los 
ligandos (adhesinas) que están expuestos en la superficie 
de las células permitiendo la formación de un vínculo de 
"llave-cerradura" entre la célula y la superficie. Además, 
está acompañado por la secreción de EPS que rodea las 
células de las biopelículas21. 
 Formación de microcolonia 
Después de que se produce la unión de microorganismos 
a una superficie biótica o abiótica y esta unión se 
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estabiliza, se inicia un proceso de multiplicación y división 
de células microbianas, iniciado a través de una 
señalización química particular dentro de las EPS. Este 
proceso conduce a la formación de micro colonias21, 27. Las 
colonias bacterianas en una biopelícula normalmente 
consisten en muchos tipos de microcomunidades las 
cuales coordinan entre sí en múltiples aspectos. Esta 
coordinación juega un papel crucial en el intercambio de 
sustrato, la distribución de productos metabólicos 
importantes y la excreción de productos finales 
metabólicos. La biopelícula proporciona un entorno 
completo para el desarrollo de la asociación sintrófica, una 
asociación de dos o más bacterias metabólicamente 
diferentes que dependen unas de otras para la utilización 
de ciertos sustratos con fines energéticos28. 
 Maduración y arquitectura 
En esta etapa de formación de biopelícula, las células 
microbianas se comunican entre sí a través de señales 
autoinducidas29-30. La comunicación célula a célula es un 
proceso importante, durante el cual se alcanza la 
densidad requerida de células microbianas, conduciendo 
a la secreción de moléculas de señalización; conocidas 
como autoinductores. Estos inductores automáticos 
facilitan el quórum sensing (autoinducción) 31. En esta 
etapa de maduración se expresan ciertos productos 
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genéticos, que se consideran importantes para la 
formación de las EPS. Como las EPS son el material 
principal en la estructura tridimensional de la biopelícula, 
se producen espacios intersticiales en la matriz. Estos 
canales están llenos de agua y actúan como un sistema 
circulatorio, utilizado para distribuir nutrientes importantes 
y eliminar los productos de desecho de las comunidades 
de microcolonias en la biopelícula32. 
 Desprendimiento de Biopelícula 
En esta fase, las células microbianas dentro de la 
biopelícula realizan multiplicación y dispersiones rápidas 
para pasar de la forma sésil a la móvil22. Durante el 
proceso de desprendimiento las comunidades microbianas 
dentro de la biopelícula producen diferentes enzimas 
sacarolíticas que ayudan a liberar a los microbios de la 
superficie a una nueva área para la colonización. Por 
ejemplo, Escherichia coli produce N-acetil-heparosan liasa, 
Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas fluorescens 
producen alginato liasa, y Streptococcus equi produce 
hialuronidasa para la lisis de la matriz de EPS y su 
posterior desprendimiento33. 
En esta fase, las células microbianas regulan 
positivamente la expresión de proteínas relacionadas con 
la formación de flagelos, para permitir que las bacterias se 
muevan a un nuevo sitio. El desprendimiento de células 
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microbianas y la transferencia a un nuevo sitio ayudan en 
la propagación de infecciones34. 
 
 
2.1.4. Detección y cuantificación de biopelículas 
La comprensión de las biopelículas se ha desarrollado a 
medida que los métodos para su detección y cuantificación 
han evolucionado. Existen diferentes métodos, uno de ellos, el 
más utilizado es la microscopía óptica, ya que es simple, 
rápida y eficiente. Este método se aplica para observar y 
enumerar bacterias en superficies translúcidas y normalmente 
se puede lograr tiñendo las bacterias, como la tinción de 
Gram y cristal violeta. Sin embargo, este método no 
proporciona ninguna información sobre la viabilidad de las 
células36.  Por otro lado, la microscopía epifluorescente es el 
método más rápido que se puede usar en superficies opacas 
(metal, cerámica, etc.), con la desventaja de ser más 
costosa. Este método es capaz de distinguir las células vivas 
de las muertas, lo que permite la determinación de la 
Figura 1.  Cinco etapas del desarrollo de biopelícula de Pseudomonas aeruginosa: 
a. Adhesión reversible, b. Adhesión irreversible, c. Formación de microcolonia, d. 
Maduración y arquitectura, e. Desprendimiento de Biopelícula35. 
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viabilidad celular37. La microscopia electrónica de transmisión 
(TEM) permite el estudio de las estructuras internas y 
externas implicadas en la adhesión celular, mientras que la 
microscopia electrónica de barrido (SEM) permite la 
observación de la fijación microbiana a las superficies, así 
como la morfología de las bacterias y el material de 
superficie. Como desventajas se tiene que en la TEM las 
muestras no pueden reutilizarse y la evaluación de la 
viabilidad de las células no es posible; en la SEM, el poder de 
resolución es inferior a la TEM y es un método menos 
sensible36, 38. Para superar algunas de las limitaciones de la 
microscopía de luz, se puede usar la microscopia de escaneo 
láser confocal (CLSM) que incluye imágenes confocales e 
iluminación láser, así como una técnica avanzada de 
procesamiento de imágenes que proporciona imágenes de 
alta resolución. Con esta tecnología, es posible observar las 
células in situ, así como su estructura y distribución38. 
El microscopio de fuerza atómica (AFM) permite el estudio de 
las superficies a un nivel submicrométrico y evalúa las fuerzas 
entre las moléculas biológicas y las superficies a nivel 
molecular36. 
Por otro lado como uso más común están los métodos que se 
basan en la eliminación de las biopelículas que están 
asociadas al sustrato (vidrio, plástico, teflón, acero inoxidable, 
entre otros) mediante algún tipo de fuerza mecánica, como 
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agitación por vórtex o sonicación, antes del examen y la 
medición. El procedimiento más comúnmente utilizado para la 
medición de las biopelículas es el procedimiento de recuento 
de placas viable, en el que las células de la biopelícula 
resuspendidas y dispersas se colocan en placas en un medio 
microbiológico sólido, se incuban y se cuentan. El conteo de 
UFC (unidad formadora de colonias) es un método estándar 
simple y rápido aplicado para evaluar la viabilidad y la 
capacidad de cultivo de las células3. 
Los métodos espectrofotométricos se basan en la tinción de 
las células adheridas y la consiguiente medida 
espectrofotométrica del colorante que tiñó los 
microorganismos37. Se basan en una relación entre el número 
de células y la absorbancia obtenida a partir de la medida 
espectrofotométrica. Hay varios tintes que se pueden aplicar, 
como cristal violeta, safranina, rojo de congo36, sales de 
tetrazolio39 y azul alamar. A pesar del alto rendimiento, este 
método no es preciso, ya que mide la formación de 
biopelículas en el fondo de los pozos40. 
2.2. Staphylococcus aureus  
2.2.1. Características 
Staphylococcus aureus son cocos gram-positivos de 
aproximadamente 1 μm de diámetro. Sus células forman 
racimos parecidos a la uva, ya que la división celular tiene 
lugar en más de un plano. A menudo se encuentra como un 
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comensal asociado con la piel, las glándulas de la piel, y 
membranas mucosas, particularmente en la nariz de 
individuos sanos. En un medio rico, S. aureus forma colonias 
"doradas" de tamaño medio; en placas de agar con sangre de 
oveja, la pigmentación dorada de las colonias de S. aureus es 
causada por la presencia de carotenoides y se ha informado 
que es un factor de virulencia que protege al patógeno de los 
oxidantes producidos por el sistema inmune41. 
Los estafilococos son anaerobios facultativos capaces de 
generar energía mediante la respiración aeróbica y mediante 
la fermentación que produce principalmente ácido láctico; es 
catalasa positiva, una característica que los diferencia de 
Streptococcus sp., y son oxidasa negativos y requieren 
nutrientes complejos, por ejemplo, muchos aminoácidos y 
vitaminas B, para el crecimiento. S. aureus es muy tolerante a 
altas concentraciones de cloruro de sodio, hasta 1.7 molar. 
Otra característica del género Staphylococcus es la estructura 
de peptidoglicano de la pared celular que contiene múltiples 
residuos de glicina en el puente cruzado, que causa 
susceptibilidad a la lisostafina. S. aureus produce coagulasa 
que interactúa con la protrombina en la sangre y hace que el 
plasma se coagule convirtiendo el fibrinógeno en fibrina42. 
2.2.2. Factores de virulencia 
Las infecciones causadas por este microorganismo tienen un 
amplio rango de severidad, desde infecciones cutáneas leves 
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e intoxicaciones alimentarias a enfermedades potencialmente 
mortales como el síndrome del shock tóxico, neumonía 
necrotizante y septicemia. La gravedad de la patología 
causada por S. aureus depende de un amplio espectro de 
factores de virulencia y de la resistencia a los antibióticos43. 
Algunos de los factores de virulencia que puede presentar S. 
aureus están representados por una familia de proteínas 
bacterianas con actividad superantigénica: las enterotoxinas, 
toxina del síndrome del shock tóxico, toxinas exfoliativas, 
otras toxinas como las toxinas α, ȕ, Ȗ, y δ, factores como la α 
y ȕ-hemolisina, la arginina desaminasa y la leucocidina de 
Panton-Valentine (PVL). La PVL es una exotoxina producida 
por ciertas cepas de S. aureus, cuya acción causa la 
destrucción de células polimorfonucleares. En 1932, sus 
descubridores (Panton y Valentine) sugirieron que era 
responsable de infecciones estafilocóccicas severas en 
humanos. Las hemolisinas también son reconocidas como 
potenciales factores de virulencia de S. aureus que actúan 
atacando la membrana celular y producen destrucción 
plaquetaria, destrucción lisosomal, isquemia y necrosis, por lo 
que son importantes en el desarrollo de patologías graves44.  
Las toxinas exfoliativas de S. aureus son proteínas 
extracelulares responsables de las manifestaciones cutáneas 
de la enfermedad denominada impétigo bulloso y en su forma 
diseminada del síndrome estafilocóccico de la piel escaldada 
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(SSSS). Este síndrome consiste en una dermatitis exfoliativa 
que afecta principalmente a neonatos y niños pequeños y 
resulta de la infección por S. aureus productor de estas 
toxinas. Se caracteriza por la formación de grandes ampollas 
sin infiltrado de células inflamatorias y separación de 
extendidos de la epidermis del estrato granuloso, dejando la 
queratina intacta45. 
Uno de los principales factores de virulencia de S. aureus son 
las enterotoxinas, proteínas simples, termotolerantes y de 
bajo peso molecular; las principales detectadas en 
intoxicaciones alimentarias son sea, seb, sec, sed, see y 
seh44.  
2.2.2.1. Formación de biopelícula 
La formación de biopelícula se considera uno de los 
factores de virulencia en los estafilococos, que les 
ayuda a adherirse a sus tejidos diana, principalmente 
implantes y otros materiales de cuerpo extraño, a 
través de mecanismos adhesivos. Las adhesinas 
estafilocócicas, que promueven la adhesión a las 
células hospedadoras, son importantes para las 
interacciones celulares con proteínas de la superficie 
celular tales como proteínas de unión a colágeno, 
fibrinógeno, fibronectina, elastina y laminina y 
factores de agrupamiento46. 
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Algunas cepas de S. aureus utilizan un polímero de 
N-acetil-glucosamina, también referido como 
adhesina intracelular de polisacárido, para formar 
biopelículas. El operón ica codifica para la 
maquinaria que sintetiza este polímero; sin embargo, 
no todas las cepas poseen dicho elemento genético. 
Es importante resaltar que deleciones en el operón 
ica no impiden que la bacteria forme un biopelícula, 
resaltando la existencia de una vía independiente del 
operón ica. En este mecanismo alternativo, S. 
aureus expresa una variedad de adhesinas que le 
permiten unirse y colonizar un gran número de 
superficies diferentes. Se ha descrito la presencia de 
un grupo de proteínas denominadas Bap (proteínas 
asociadas a biopelícula) que participan en este 
proceso. Las proteínas Bap se encuentran ancladas 
en la pared celular de S. aureus y favorecen la unión 
de la bacteria, probablemente interactuando con 
otras proteínas en la superficie de sus células 
vecinas47. 
2.3. Pseudomonas aeruginosa 
2.3.1. Caracteristicas 
Es un bacilo gram-negativo, aeróbico, no esporulado, no 
fermentador de glucosa, oxidasa positiva, móvil debido a la 
presencia de un flagelo polar y puede crecer a temperaturas 
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superiores a 42 °C.  Las cepas de esta especie presentan un 
característico color verde brillante, debido a la producción de 
los pigmentos piocianina, de color azul, y pioverdina, de color 
amarillo fluorescente, los cuales juntos le dan dicha 
coloración48-49. 
Pseudomonas aeruginosa es un habitante común de agua, 
suelos y plantas. En los hospitales puede ser encontrada en 
respiradores, humidificadores, vertederos, duchas, piscinas de 
hidroterapia y ocasionalmente en las manos de los 
trabajadores de la salud; Pseudomonas aeruginosa es un 
patógeno oportunista, responsable de una amplia gama de 
infecciones, principalmente nosocomiales49. A menudo se 
asocia a infecciones en pacientes inmunosuprimidos 
internados en unidades de cuidados intensivos, debido a la 
exposición constante a procedimientos invasivos, como 
catéteres, sondas, instrumentos y dispositivos de ventilación 
mecánica48. 
 2.3.2.   Factores de virulencia 
P. aeruginosa produce una amplia variedad de factores de 
virulencia, por lo tanto, la patogénesis de esta bacteria puede 
ser descrita como multifactorial. Algunos de estos factores son 
el flagelo, fimbrias (pili), matriz exopolisacárida, toxinas, 
exoenzimas y biopelículas. Los estudiados son el alginato 
(producido por un subgrupo de cepas), polímero de 
polisacáridos, que facilita la adherencia a la superficie epitelial 
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pulmonar, es una barrera para los fagocitos, para los 
antibióticos, inhibe a los anticuerpos y atenúa la respuesta del 
hospedero. La exotoxina A daña el epitelio alveolar y las 
células endoteliales pulmonares, inhibe la síntesis de 
proteínas de la célula hospedera y afecta la respuesta del 
hospedero a la infección. El sistema de secreción de tipo III es 
el responsable por la secreción de las toxinas exoS, exoT, 
exoU y exoY; las primeras 3 han sido vinculadas a la 
virulencia. ExoS y ExoT desorganizan el citoesqueleto de 
actina de la célula hospedera, bloquean la fagocitosis y 
causan la muerte celular, en tanto ExoU favorece la 
inflamación excesiva, incrementa el daño tisular y también 
causa la muerte celular50. 
2.3.2.1. Formación de biopelícula 
La resistencia a diversos antibióticos y sustancias con 
actividad antimicrobiana ha sido asociada con la 
formación de biopelículas bacterianas, así como la 
fagocitosis por componentes del sistema inmune 
adaptativo. Así mismo, diversas infecciones 
nosocomiales producidas por P. aeruginosa han sido 
relacionadas con su capacidad para desarrollar 
biopelículas; las cuales, están embebidas en una 
matriz extracelular formada por proteínas de 
membrana externa, pili, EPS y ácidos nucleicos. Los 
componentes de los EPS involucrados en la 
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formación de biopelículas de P. aeruginosa están 
codificados principalmente por diversos genes que se 
encuentran localizados en tres operones 
independientes: algU, psl y pel51. 
Los pili tipo IV (T4P) producidos por P. 
aeruginosa presentan un movimiento independiente 
del flagelo a través de una superficie sólida, por una 
acción de relajación y contracción, llamado twitching 
motility. Los T4P han sido asociados con la formación 
de biopelículas, un evento esencial en la colonización 
de los hospederos. Estas estructuras filamentosas, 
localizadas en un polo de la bacteria, están 
involucradas en diversos mecanismos, como la 
adhesión a células humanas, formación de 
microcolonias, agregación bacteriana, receptor por 
fagos, evasión de la respuesta inmune y señalización 
celular4. 
2.4. Acero inoxidable 
El acero inoxidable es un material con propiedades mecánicas y 
químicas compatibles con un amplio rango de uso en muchos 
campos. En instalaciones médicas, la mayoría de las herramientas 
quirúrgicas, mesas de operaciones, pero también objetos comunes 
como pasamanos, manijas y cubiertos están hechos de acero 
inoxidable. En la industria, se puede utilizar para tanques de 
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almacenamiento, tuberías, herramientas de corte, tablas, entre 
muchos otros ejemplos53. 
Cuando está en contacto con un entorno biológico, el acero 
inoxidable puede estar contaminado por diferentes tipos de 
microorganismos presentes en su entorno, como bacterias, hongos, 
levaduras o incluso virus. Esta biocontaminación de la superficie 
podría involucrar bacterias patógenas y, por lo tanto, ser el comienzo 
de problemas de salud pública cuando ocurre en entornos críticos. 
Entre estos patógenos nocivos, Pseudomonas aeruginosa es un 
ejemplo de patógenos peligrosos, ya que es responsable de la 
mayoría de las infecciones nosocomiales en hospitales y centros de 
salud y se asocia con algunas de las mayores tolerancias a los 
tratamientos con antibióticos54. 
A la luz de tales amenazas, el control de la biocontaminación de la 
superficie de acero inoxidable parece ser primordial para numerosas 
industrias. Hoy en día, las biocontaminaciones se manejan con el 
uso de compuestos químicos, pero su eficacia puede estar limitada 
por cambios fisiológicos cuando las bacterias se organizan en 
biopelículas en una superficie. Se han propuesto alternativas a estos 
procedimientos de limpieza, entre las cuales la prevención de la 
adhesión y el crecimiento de la biopelícula por modificaciones físicas 
o químicas de la superficie53. 
2.5. Desinfectante 
La OMS define aun desinfectante como un agente químico que 
destruye o inhibe el crecimiento de microorganismos patógenos en 
 20 
 
fase vegetativa o no esporulada. Los desinfectantes no 
necesariamente matan todos los organismos, pero los reducen a un 
nivel que no dañan la salud ni la calidad de los bienes perecederos. 
Los desinfectantes se aplican sobre objetos y materiales 
inanimados, como instrumentos y superficies, para tratar y prevenir 
la infección55. 
Características de un desinfectante56: 
 Soluble en agua.  
 Amplio espectro de actividad.  
 Estable: tiempo prolongado de vida útil. 
 No debe reaccionar con materia orgánica ni inactivarse en 
presencia de ella.  
 Escasa o nula toxicidad para el ser humano.  
 Acción rápida.  
 Capacidad de penetración.  
 Acción residual.  
 Compatible con todos los materiales.  
 Disponibilidad y buena relación costo riesgo-beneficio. 
 No debe afectar al medio ambiente. 
Los métodos químicos líquidos para la desinfección son los más 
utilizados en nuestro sistema hospitalario, existiendo múltiples 
agentes germicidas en forma líquida. Los principales desinfectantes 
utilizados en el ámbito hospitalario son: orthophthaldehído, 
glutaraldehído, cloro y compuestos clorados, formaldehido, peróxido 
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de hidrógeno, ácido peracético, fenoles, biguanida y amonio 
cuaternario57. 
2.5.1. Cloro y compuestos clorados 
Los desinfectantes basados en cloro, generalmente están 
disponibles en forma líquida (hipoclorito de sodio - lejía) o 
sólido (hipoclorito de calcio, dicloroisocianurato de sodio). Su 
mecanismo de acción está basada en la inhibición de las 
reacciones enzimáticas, desnaturalización de las proteínas e 
inactivación de los ácidos nucleicos58. 
Su espectro de acción es virucida, fungicida y bactericida 
(micobactericida); algunas de sus ventajas es que su acción 
es rápida, de bajo costo y es de fácil manejo. Algunas de sus 
limitaciones es su actividad corrosiva, se inactiva en presencia 
de materia orgánica, produce irritación de las mucosas, se 
polimeriza con los rayos del sol y necesita estar protegida en 
envases opacos. Las soluciones de cloro no deben 
conservarse en envases destapados por más de 12 horas 
debido a la evaporación del producto activo57. 
2.5.2. Biguanidas poliméricas 
Las biguanidas poliméricas han encontrado uso como agentes 
desinfectantes generales en la industria alimentaria y, con 
mucho éxito, para la desinfección de piscinas. Es un activo 
contra bacterias gram-positivas y gram-negativas, aunque P. 
aeruginosa y Proteus vulgaris son menos sensibles.  No es 
esporicida. El Polihexametileno biguanida (PHMB) es un 
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agente activo de membrana que también deteriora la 
integridad de la membrana externa de bacterias gram-
negativas, aunque la membrana también puede actuar como 
una barrera de permeabilidad. La actividad de PHMB aumenta 
en una base de peso con niveles crecientes de 
polimerización, que se ha relacionado con una mayor 
perturbación de la membrana interna59. 
PHMB provoca la formación de dominio de los fosfolípidos 
ácidos de la membrana citoplasmática. Se producen cambios 
de permeabilidad, y se cree que hay una función alterada de 
algunas enzimas asociadas a la membrana. La secuencia 
propuesta de eventos durante su interacción con la envoltura 
celular de E. coli es: (i) existe una atracción rápida de PHMB 
hacia la superficie celular bacteriana cargada negativamente, 
con una adsorción fuerte y específica a compuestos que 
contienen fosfato; (ii) la integridad de la membrana externa 
está alterada, y PHMB se siente atraído por la membrana 
interna; (iii) se produce la unión de PHMB a fosfolípidos, con 
un aumento en la permeabilidad de la membrana interna 
(pérdida de K +) acompañada de bacteriostasis; y (iv) sigue la 
pérdida completa de la función de la membrana, con la 
precipitación de constituyentes intracelulares y un efecto 
bactericida60. 
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2.5.3. Compuestos de amonio cuaternario 
Los Compuesto de amonio cuaternario (QAC) son 
detergentes catiónicos (surfactantes o agentes 
tensioactivos). Reducen la tensión superficial y forman 
micelas, lo que permite la dispersión en un líquido. Los 
compuestos más usados en las unidades hospitalarias son 
cloruro de alquil dimetil bencil amonio, cloruro de alquil didecil 
dimetil amonio y el cloruro de dialquil dimetil amonio57. 
Muchos productos antimicrobianos contienen mezclas de 
QAC y otros complementos para aumentar su eficacia o para 
dirigirse a un grupo específico de organismos61. La gran 
variedad de estructuras químicas posibles con QAC han 
permitido una evolución de su efectividad y una expansión de 
sus aplicaciones en el último siglo. Esto ha resultado en un 
aumento continuo de la eficacia a la vez que se reducen los 
costos y se reduce la toxicidad62. 
Mc Donnell propuso la siguiente serie de eventos implicados 
en la acción de los QAC contra los microorganismos: (i) 
adsorción de QAC y penetración de la pared celular; (ii) 
reacción con la membrana citoplásmica (lípido o proteína), 
seguido de desorganización de la membrana; (iii) fuga de 
material intracelular de menor peso; (iv) degradación de 
proteínas y ácidos nucleicos; y (v) lisis de la pared celular 
causada por enzimas autolíticas63. 
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III.     PARTE EXPERIMENTAL 
3.1. Materiales y equipos 
Desinfectantes de uso hospitalario a evaluar:  
- Dezavid® (ADEQUATE TECHNOLOGIES): es un producto 
microbicida universal de nueva generación altamente eficiente sobre 
la base del polímero soluble en agua y de la combinación del 
compuesto de amonio cuaternario (QAC), especialmente formulado 
para el proceso de la desinfección, limpieza previa a esterilización y 
esterilización química en el campo médico y desinfección de 
superficies en general. Composición: clorhidrato de polihexametileno 
guanidina (PHMB) 9,0 %, cloruro de alquil dimetil bencil amonio 
(cloruro de benzalconio) 1,0 % y agua 90,0 %64. (Anexo 1)  
- Supersafe-D® (ROKER): detergente no iónico de pH neutro, con 
actividad frente a materia orgánica. Principio activo: amonio 
cuaternario de última generación (alquil dimetil bencil amonio con 
derivados de amonio cuaternario al 0,25 %). Pulverizado en áreas 
extensas otorga una desinfección adecuada de cuartos de 
hospitalización, tópicos de emergencia, salas de operaciones, etc65. 
(Anexo 2) 
- Lejía tradicional (HIGIENE Y LIMPIEZA S.R.L): solución acuosa de 
hipoclorito de sodio, potente liberador de oxigeno por lo que es un 
buen agente de desinfección, blanqueo y desodorización. 
Composición: hipoclorito de sodio 5,80 % p/p y agua desionizada 
94,20 % p/p. (Anexo 3) 
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Microorganismos de ensayo 
• Staphylococcus aureus (cepa clínica formadora de biopelícula) 
• Staphylococcus aureus ATCC 25923 (cepa formadora de 
biopelícula) 
• Pseudomonas aeruginosa (cepa clínica formadora de biopelícula) 
• Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (cepa formadora de 
biopelícula) 
Medios de Cultivo 
• Agua peptona bufferada (BD) 
• Agar Plate Count (OXOID) 
• Agar Tripticasa de Soya - TSA (Merck) 
• Agar Cetrimide (Merck) 
• Agar Manitol Salado (Merck) 
• Agar Infusión Cerebro Corazón (OXOID) 
• Agar Test Desoxirribonucleasa – DNAsa (Merck) 
• Caldo Tripticasa de Soya - TSB (Merck) 
• Agar Columbia (Merck) 
• Agar Nutritivo (Merck) 
Reactivos 
• Cristal Violeta  
• Rojo de Congo (Sigma-Aldrich) 
• Peróxido de Hidrógeno al 3% 
• Etanol  (J.T.Baker) 
• Acetona (Merck) 
• Sangre de carnero (Arez) 
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• Sacarosa (Merck) 
• Glucosa (Merck) 
Equipos 
• Autoclave Digital (ALP MC-30LDP) 
• Incubadora Digital (INCUCELL) 
• Balanza Digital (Derver XP-300) 
• Estufa (MEMMERT) 
• Agitador Vórtex (THERMOLAB) 
Otros materiales 
• Discos de acero inoxidable de 1 cm de diámetro y 1 mm de 
espesor grado médico pulido 304. (Anexo 4) 
• Perlas de vidrio de 1,00mm-1,05mm (B. BRAUN) 
• Micropipeta de 100-1000 μL (BOECO) 
• Micropipeta de 10-100 μL (BOECO) 
• Placas Petri de vidrio estériles 15 x 100 mm (Pyrex) 
• Tubos de ensayo de vidrio (borosilicato) 
• Viales de vidrio 
• Tips estériles de 100 y 1000 μL 
• Tubos cónicos de 15 mL 
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3.2. Flujograma del trabajo experimental 
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3.3. METODOLOGÍA 
3.3.1. Tipo de estudio 
Experimental y prospectivo. 
3.3.2. Lugar de Ejecución 
Instituto de Química Biológica, Microbiológica y Biotecnología 
“Marco Antonio Garrido Malo”. Facultad de Farmacia y 
Bioquímica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos-
Lima; Julio del 2017 – Mayo del 2018. 
3.3.3.  Caracterización fenotípica de los microorganismos de 
ensayo 
Para verificar que los microorganismos de ensayo son 
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus se realizó 
pruebas bioquímicas. Para ello se sembró las cepas en Agar 
Tripticasa Soya (TSA) y se incubó a 37 °C por 24 horas. A las 
cepas aisladas, se les sometió a las siguientes pruebas: 
3.3.3.1. Pruebas bioquímicas para Staphylococcus aureus 
a) Coloración Gram  
Se realizó la coloración Gram, se identifica como 
positivo porque se observan cocos Gram positivos 
en racimos66. 
b) Prueba de la catalasa  
Se utiliza para probar la capacidad del 
microorganismo para producir la enzima catalasa, 
la cual facilita la conversión de peróxido de 
hidrógeno en agua y oxígeno67. La prueba es 
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positiva cuando la bacteria reacciona produciendo 
la liberación de burbujas, que es la característica 
dada por la descomposición del peróxido de 
hidrógeno en agua y oxígeno68. 
c) Crecimiento en Agar Manitol Salado 
Se emplea para el aislamiento selectivo de 
Staphylococcus aureus. El agar manitol salado 
contiene una concentración de cloruro sódico de 
7,5 %, el cual inhibe parcial o completamente a los 
microorganismos bacterianos diferentes de los 
estafilococos. Los estafilococos coagulasa (+) 
(Staphylococcus aureus) producen colonias de 
color amarillo y un medio circundante de color 
amarillo porque tienen la capacidad de fermentar el 
manitol, formando ácidos que modifica el pH del 
medio y vira el indicador de pH de color rojo al 
amarillo69. 
d) Crecimiento en Agar Sangre 
Las colonias de Staphylococcus aureus sembradas 
en agar sangre de carnero al 5 % son medianas a 
grandes, lisas, ligeramente elevadas, de borde 
entero y la mayoría se ellas presentan un pigmento 
amarillo cremoso. Suelen presentar la mayoría β-
hemólisis.70 
 
 30 
 
e) Prueba de la coagulasa  
Se realiza para comprobar la facultad de la bacteria 
de coagular el plasma por acción de la enzima 
coagulasa, la cual aumenta la velocidad de 
coagulación del plasma. El resultado final es la 
formación de un coágulo de fibrina66. 
3.3.3.2. Pruebas bioquímicas para Pseudomonas            
aeruginosa 
a) Coloración Gram 
Se identificó por observación microscópica de las 
cepas aisladas mediante la tinción Gram. La 
identificación positiva es la observación de bacilos 
gram negativos rectos o ligeramente curvados que 
pueden estar agrupados o en parejas71. 
b) Crecimiento en Agar Cetrimide 
La mayor parte de las cepas produce piocianina 
(pigmento verde). Además presentan un olor 
característico a uvas, las colonias son grandes y 
pueden ser mucoides72. 
c) Prueba de Oxidasa 
Se trabajó a partir del crecimiento bacteriano en 
TSA. Se humedece una fracción de papel de filtro 
con el reactivo dentro de una placa de Petri. Con la 
ayuda de un palillo se escoge la colonia a probar y 
se coloca extendiéndola sobre el papel filtro. La 
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prueba será positiva cuando haya un viraje hacia el 
azul-violeta, con el reactivo N,N,N,N, tetrametil-p-
fenilendiamina (Sigma) después de 10-15 
segundos. En la prueba negativa no hay viraje de 
color66. 
d) Crecimiento a 42 °C 
Todas las cepas de P. aeruginosa crecen a 42°C70.  
e) Agar TSI 
En este medio se determina la capacidad de la 
bacteria del uso de hidratos de carbono como la 
lactosa, glucosa y sacarosa. También se evalúa la 
producción de gas y ácido sulfhídrico (H2S). Si hay 
uso de azucares, cambia el medio a color amarillo y 
se coloca “A”, la producción de gas y del ácido 
sulfhídrico se representa con un “+”, la ausencia de 
estos es con un “-” y el no uso de los azúcares se 
representa mediante una “K” o “N”. Pseudomonas 
aeruginosa da una reacción K/K o N/N y no hay 
producción de gas ni de ácido sulfhídrico73. 
f) Utilización de Citrato: 
Este método sirve para la determinación si un 
microorganismo es capaz de utilizar citrato como 
única fuente de carbono para su metabolismo. La 
prueba es positiva si el crecimiento se da con una 
coloración azul intensa72. 
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3.3.3.3. Capacidad de formación de biopelícula para 
Staphylococcus aureus 
Método Rojo de Congo: Para demostrar la 
capacidad de formación de biopelícula de las cepas 
de Staphylococcus aureus se utilizó el método Rojo 
de Congo. El medio está compuesto por agar BHI 37 
g/L, sacarosa 50 g/L y Rojo de Congo 0,8 g/L. Se 
sembró las cepas de Staphylococcus aureus a 
evaluar y se incubó a 37°C por 48 horas. Se 
considera a los microorganismos con capacidad 
formadora de biopelículas si el crecimiento de las 
colonias es de color negro. Se considera negativa la 
prueba si las colonias presentan coloración roja o 
rosada74. 
3.3.3.4. Capacidad de formación de biopelícula para 
Pseudomonas aeruginosa   
Método de Christensen, et al: Para demostrar la 
capacidad de formación de biopelícula de las cepas 
de Pseudomonas aeruginosa se utilizó el método 
descrito por Christensen et al. En este método el 
Caldo Tripticasa de Soya (TSB) suplementado con 
glucosa se inoculó con un cultivo fresco de 
microorganismo, se incuba 24 horas a 37 °C. 
Terminada la incubación se realizó una dilución del 
inoculo en caldo TSB suplementado y se transfirió 2 
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mL a un tubo de vidrio, se incubo a 37 °C por 48 
horas. Los tubos luego se decantaron y lavaron con 
suero fisiológico y se secaron a temperatura 
ambiente. Los tubos secos luego se colorearon con 
cristal violeta al 1 %. El exceso de colorante se 
removió y los tubos se lavaron con agua desionizada. 
Luego se dejaron secar los tubos en posición invertida 
y se observó la formación de biopelículas. Se 
considera que la prueba es positiva, cuando una 
película fina pero visible está adherida a la pared y al 
fondo del tubo75. 
3.3.4. Optimización de un método para la formación de 
biopelículas sobre discos de acero inoxidable 
 Preparación de los discos de acero inoxidable 
Los discos de acero inoxidable se lavaron con agua 
destilada y se limpiaron antes de su uso. Para eliminar la 
grasa, los discos se remojaron en acetona durante 10 
minutos, se lavaron con agua destilada, luego se limpiaron 
con etanol y se enjuagaron con agua destilada. A 
continuación, los discos fueron colocados en agua 
destilada hirviente durante 10 min y se secaron a 40 °C. 
Como etapa final, se autoclavaron durante 15 minutos a 
121 ºC76. 
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 Cultivo de bacterias y suspensión bacteriana 
Una colonia de cada aislado de Staphylococcus aureus y 
Pseudomonas aeruginosa de un cultivo en TSA de 24 
horas se inoculó en  10 mL de TSB y se incubó a 37 ºC 
durante 24 horas; se recolectó por centrifugación a 4000 
rpm por 20 min. Se lavó tres veces con Agua peptonada 
bufferada (APB), finalmente se resuspendió en TSB, 
equivalente a 0,5 de la escala McFarland (1,5 x 108 
UFC/mL) 77. 
 Formación de la biopelícula 
Se colocó un disco de acero inoxidable en un tubo cónico 
de 15 mL de capacidad que contenía 6 mL de suspensión 
bacteriana. Se dejó a 4 °C por 24 horas, se procedió a 
sacar los discos con pinzas estériles y lavarlos con 50 mL 
de APB con agitación breve, los discos fueron transferidos 
a tubos que contenían 6 mL de TSB y fueron incubados a 
37°C por 6 días; tiempo durante el cual se reemplazó el 
medio cada día con el fin de dejar sólo los microorganismos 
adheridos en la superficie del disco y proporcionar 
nutrientes frescos78. (Figura 2.A y 3.A) 
 Tratamiento de la biopelícula con los  desinfectantes 
Luego de 6 días, los discos de acero inoxidable se 
extrajeron con una pinza estéril y fueron lavados con 50 mL 
de APB con agitación. Se colocaron en recipientes de vidrio 
estériles y fueron sometidos a los tres desinfectantes 
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durante el tiempo especificado. Además se trabajó con un 
grupo control, el cual no se sometió a ningún desinfectante. 
El desinfectante Dezavid® se utilizó en las mínimas 
concentraciones recomendadas según su hoja técnica: 
0,05 %, 0,10 % y 1,00 % y por el tiempo indicado (Figura 
2.B). El desinfectante Supersafe-D® en spray fue aplicado 
sobre los discos de forma directa a una distancia de 30 
cm79 y se dejó en contacto durante 10 minutos (Figura 3.B). 
La lejía tradicional se preparó a una concentración de 1:20 
y se dejó actuar durante 5 minutos. (Figura 2.B) 
 Enumeración bacteriana 
Después del tratamiento, los discos de acero inoxidable se 
lavaron dos veces con APB. A continuación, los discos se 
transfirieron a tubos cónicos que contenían 6 mL de APB y 
3 g de perlas de vidrio estériles (1,00 mm - 1,05 mm); se 
agitó con vórtex durante 1 min. Se plaqueó en Agar Plate 
Count (PC)  1 mL de suspensión de células sin diluir y las 
diluciones en APB de 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6 y 10-7  
por duplicado. Las placas se incubaron a 37 °C por 48 
horas. Después del tiempo de incubación se procedió a 
realizar el recuento de colonias (UFC/disco). (Figura 2.C Y 
3.C) 77. 
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3.3.5. Evaluación de la reducción bacteriana 
Se selecciona una única dilución, aquella que produce entre 
30 y 300 colonias por placa y se calcula la media de colonias 
obtenidas por la dilución seleccionada80. 
Posteriormente se calcula las UFC/disco obtenidas tanto en el 
control como en los discos que fueron sometidos a 
desinfectantes y se halla el porcentaje. 
Estas UFC/disco se convirtieron a unidades de log10 
CFU/disco para hallar la reducción logarítmica que evidencia 
cuanto fue la reducción bacteriana después de cada 
tratamiento con el desinfectante, el cual se deriva de la 
siguiente fórmula81:  
 
 
Donde: 
 N0: es el conteo de UFC/disco previo al tratamiento (control). 
 N: es el conteo de UFC/disco después del tratamiento con el 
desinfectante. 
 
 
Reducción logarítmica = Log [N0]-Log [N] 
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 Figura 2. Esquema de trabajo: A. Formación de biopelícula, B. Tratamiento con el desinfectante Dezavid® y lejía, C. Enumeración bacteriana. 
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Figura 3. Esquema de trabajo: A. Formación de biopelícula, B. Tratamiento con el desinfectante Supersafe-D®, C. Enumeración bacteriana. 
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3.4. Análisis estadístico 
Todos los experimentos se repitieron tres veces,  procediendo a 
generar una base de datos y codificar las variables haciendo uso del 
programa Microsoft Office Excel 2016 y el paquete estadístico SPSS 
Vs 24 a fin de dar consistencia a la información obtenida como 
producto de la ejecución del instrumento de investigación. 
En segundo lugar, se procedió a utilizar el análisis descriptivo con el 
fin de describir y caracterizar cada una de las variables haciendo uso 
de medidas de tendencia central (media), medidas de dispersión 
(desviación estándar y desviación estándar relativa), así como 
también gráficos de barras. En tercer lugar se realizó el análisis 
ANOVA para observar si los grupos son iguales o diferentes para 
poder realizar un análisis de comparaciones múltiples “DUNCAN”. 
Finalmente, para evaluar la eficacia de los desinfectantes en la 
investigación se utilizó la reducción logarítmica. 
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IV. RESULTADOS 
 
4.1. Caracterización fenotípica de los microorganismos de ensayo  
4.1.1. Pruebas bioquímicas para Staphylococcus aureus 
En la Tabla 1 podemos observar los resultados de las pruebas 
bioquímicas para Staphylococcus aureus, dando resultados 
positivos para la cepa clínica de Staphylococcus aureus 
tomando como referencia a la cepa ATCC 25923. 
 
Tabla 1. Resultados de las pruebas bioquímicas para la identificación de 
Staphylococcus aureus. 
 
 
4.1.2. Pruebas bioquímicas para Pseudomonas aeruginosa 
En la Tabla 2 podemos observar los resultados de las pruebas 
de identificación para Pseudomonas aeruginosa, dando 
positivo para la cepa clínica de Pseudomonas aeruginosa 
tomando como referencia a la cepa ATCC 9027. 
 
 
 
PRUEBA RESULTADO 
COLORACIÓN GRAM Cocos gram positivos en racimos. 
COAGULASA (+) 
AGAR SANGRE 
Colonias  lisas, algo elevadas, borde entero y de 
color crema, presentando β- 
hemólisis. 
AGAR MANITOL SALADO Colonias de color amarillo en un medio 
circundante de color amarillo. 
CATALASA (+) 
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Tabla 2. Resultados de las pruebas bioquímicas para la identificación de 
Pseudomonas aeruginosa. 
 
 
4.1.3. Capacidad de formación de biopelícula para 
Staphylococcus aureus 
Método Rojo de Congo: los resultados de la evaluación de la 
capacidad formadora de biopelículas dio positivo para algunas 
cepas clínicas tomando como referencia a la cepa ATCC 
25923 (Figura 4), observando crecimiento de  colonias de 
color negro. Se trabajó con la cepa clínica que presentó 
mayor formación de biopelícula. (Figura 5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PRUEBA RESULTADO 
COLORACIÓN GRAM Bacilos gram negativos. 
AGAR CETRIMIDE Colonias lisas, de borde entero, aspecto mucoide y de 
color verde. Olor a uvas. 
CRECIMIENTO A 42°C (+) 
OXIDASA 
 
(+) 
CITRATO (+) 
TSI K/K,  Gas (-) y H2S (-) 
Figura 5. Resultado del método de 
Rojo de Congo positivo para 
Staphylococcus aureus cepa clínica. 
 
Figura 4. Resultado del método de 
Rojo de Congo para Staphylococcus 
aureus cepa ATCC 25923. 
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4.1.4.  Capacidad de formación de biopelícula para 
Pseudomonas aeruginosa  
Método de Christensen, et al: los resultados de la 
evaluación de la capacidad formadora de biopelículas dio 
positivo para algunas cepas clínicas tomando como referencia 
a la cepa ATCC 9027 (Figura 6.A), cuando una película fina 
pero visible está adherida a la pared y al fondo del tubo se 
considera un resultado positivo (Figura 6.B). Se trabajó con la 
cepa clínica que presentó mayor formación de biopelícula.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Resultados del Método de Christensen, et al: A. Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 9027 formadora de biopelícula, B. Pseudomonas aeruginosa cepa clínica 
formadora de biopelícula, C. Pseudomonas aeruginosa cepa clínica no formadora de 
biopelícula. 
 
4.2. Optimización de un método para la formación de biopelículas 
sobre discos de acero inoxidable 
Se optimizó un método para la formación de biopelículas sobre 
discos de acero inoxidable tomando como base diferentes 
A B C 
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BACTERIA
1 +300 +300 +300 +300 +300 +300 +300 +300 202 203 90 88 23 20 0 0
2 +300 +300 +300 +300 +300 +300 +300 +300 200 202 89 90 22 22 0 0
3 +300 +300 +300 +300 +300 +300 +300 +300 200 201 90 90 21 22 0 0
1 +300 +300 +300 +300 +300 +300 +300 +300 280 282 100 101 22 24 0 0
2 +300 +300 +300 +300 +300 +300 +300 +300 280 282 99 100 23 24 0 0
3 +300 +300 +300 +300 +300 +300 +300 +300 281 281 101 101 24 25 0 0
ATCC 
CLINICA
e
n
s
a
yo DILUCIONES
Staphylococcus 
aureus 
DIRECTO 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7
investigaciones realizadas en el tema76-79. Los datos obtenidos 
tuvieron un % RSD menor al 15 %. 
Enumeración bacteriana del Control 
 El recuento de colonias obtenido en el control de Staphylococcus 
aureus ATCC y cepa clínica de los discos de acero inoxidable que 
no se les sometió a ningún desinfectante lo podemos observar en la 
Tabla 3. Se tomó como recuento significativo la dilución que produjo 
un número de colonias entre 30 y 300. 
Tabla 3.  Recuento de colonias del control para Staphylococcus aureus. 
 
 
 
 
 
 
 El recuento de colonias obtenido en el control de Pseudomonas 
aeruginosa ATCC y cepa clínica de los discos de acero inoxidable 
que no se les sometió a ningún desinfectante lo podemos 
observar en la Tabla 4. Se tomó como recuento significativo la 
dilución que produjo un número de colonias entre 30 y 300. 
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BACTERIA
1 +300 +300 +300 +300 +300 +300 265 263 70 68 10 9 0 0 0 0
2 +300 +300 +300 +300 +300 +300 265 264 69 69 9 8 0 0 0 0
3 +300 +300 +300 +300 +300 +300 266 265 70 69 9 9 0 0 0 0
1 +300 +300 +300 +300 +300 +300 270 271 77 76 10 11 0 0 0 0
2 +300 +300 +300 +300 +300 +300 272 270 77 78 12 10 0 0 0 0
3 +300 +300 +300 +300 +300 +300 270 273 78 77 11 12 0 0 0 0
10-7
ATCC 
CLINICA
e
n
s
a
yo DILUCIONES
Pseudomonas 
aeruginosa DIRECTO 10
-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6
Tabla 4.  Recuento de colonias del control para Pseudomonas aeruginosa. 
 
 
 
 
En la Tabla 5 podemos observar que el recuento de colonias 
(UFC/disco) del control en el cual los discos de acero inoxidable 
no fueron sometidos a ningún desinfectante para Staphylococcus 
aureus ATCC fue 8,95 x 106 y para Staphylococcus aureus cepa 
clínica fue 10,03 x 106, mientras que para Pseudomonas 
aeruginosa ATCC fue 6,92 x 105 y Pseudomonas aeruginosa cepa 
clínica fue 7,72 x 105. 
Tabla 5. UFC/disco de Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa del control. 
 
 
Bacteria N 
Media 
UFC/Disco 
Desviación 
estándar 
% 
RSD 
Staphylococcus 
aureus 
ATCC 6 8,95 x 106 83666,00 0,93 
Clínica 6 10,03 x 106 81649,66 0,81 
Pseudomonas 
aeruginosa 
 
ATCC 6 6,92 x 105 7527,73 1,09 
Clínica 6 7,72 x 105 7527,73 0,98 
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En la Figura 7 podemos observar que del grupo control en el cual 
los discos de acero inoxidable no fueron sometidos a ningún 
desinfectante Staphylococcus aureus ATCC y cepa clínica 
tuvieron un mayor recuento de colonias (UFC/disco) que 
Pseudomonas aeruginosa ATCC y cepa clínica. 
 
Figura 7. UFC/disco de Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa del 
control. 
 
Enumeración bacteriana después del tratamiento con Lejía 
tradicional (1:20): 
 Después del tratamiento con Lejía (1:20) el recuento de 
colonias para Staphylococcus aureus ATCC fue 3,45 x 103 
UFC/disco, mientras que para Staphylococcus aureus cepa 
clínica fue 4,32 x 103 UFC/disco. (Anexo 5) 
 Después del tratamiento con Lejía (1:20) el recuento de 
colonias para Pseudomonas aeruginosa ATCC fue 4,28 x 103 
6,92 x 105 7,72 x 105
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10,03 x 106
0
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4,000,000
6,000,000
8,000,000
10,000,000
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di
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UFC/disco, mientras que para Pseudomonas aeruginosa cepa 
clínica fue 5,63 x 103 UFC/disco. (Anexo 6) 
Tabla 6. UFC/disco de Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa después 
del tratamiento con Lejía tradicional. 
 
 
 
 
 
Figura 8. Comparación de UFC/disco de Staphylococcus aureus y Pseudomonas 
aeruginosa después del tratamiento con Lejía tradicional. 
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Bacteria N 
Media 
(UFC/Disco) 
Desviación 
estándar 
% 
RSD 
Staphylococcus 
aureus 
ATCC 6 3,45 x103 207,36 6,01 
Clínica 6 4,32 x103 222,86 5,16 
Pseudomonas 
aeruginosa 
ATCC 6 4,28 x103 636,92 14,87 
Clínica 6 5,63 x103 773,74 13,73 
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Enumeración bacteriana después del tratamiento con 
Supersafe-D®: 
No hubo un recuento significativo para ninguna de las cepas 
bacterianas. (Anexo 5 y 6) 
Enumeración bacteriana después del tratamiento con 
Dezavid®: 
- Dezavid® concentración 0,05 % (Tabla 7 y Figura 9) 
 Después del tratamiento con Dezavid® 0,05 % el recuento de 
colonias para Staphylococcus aureus ATCC fue 4,70 x 104 
UFC/disco, mientras que para Staphylococcus aureus cepa 
clínica fue 4,73 x 104 UFC/disco.  
 Después del tratamiento con Dezavid® 0,05 % el recuento de 
colonias para Pseudomonas aeruginosa ATCC fue 6,05 x 104 
UFC/disco, mientras que para Pseudomonas aeruginosa cepa 
clínica fue 6,58 x 104 UFC/disco.  
- Dezavid® concentración 0,10 % (Tabla 7 y Figura 9) 
 Después del tratamiento con Dezavid® 0,10 % el recuento de 
colonias para Staphylococcus aureus ATCC fue 1,10 x 103 
UFC/disco, mientras que para Staphylococcus aureus cepa 
clínica fue 1,12 x 103 UFC/disco.  
 Después del tratamiento con Dezavid® 0,10% el recuento de 
colonias para Pseudomonas aeruginosa ATCC fue 4,95 x 103 
UFC/disco, mientras que para Pseudomonas aeruginosa cepa 
clínica fue 4,93 x 103 UFC/disco.  
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- Dezavid® concentración 1,00 % 
No hubo crecimiento para ninguna de las cepas bacterianas. 
(Anexo 5 y 6) 
Tabla 7. UFC/disco de Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa después 
del tratamiento con Dezavid® 0,05 % y 0,10 %. 
 
 
Figura 9. Comparación de UFC/disco de Staphylococcus aureus y Pseudomonas 
aeruginosa después del tratamiento con Dezavid® 0,05 % y 0,10 %. 
Bacteria N 
0,05 %  0,10 %  
Media Desviación 
estándar 
% 
RSD Media 
Desviación 
estándar 
% 
RSD 
Staphylococcus 
aureus 
ATCC 6 4,70 x 104 5019,96 10,68 1,10 x 103 11,69 1,06 
Clínica 6 4,73 x 104 1366,26 2,89 1,12 x 103 17,89 1,60 
Pseudomonas 
aeruginosa 
ATCC 6 6,05 x 104 2588,44 4,28 4,95 x 103 301,66 6,09 
Clínica 6 6,58 x 104 2857,74 4,34 4,93 x 103 242,21 4,91 
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Comparación del recuento bacteriana (UFC/disco) del grupo 
control en el cual los discos de acero inoxidable no se les 
sometieron a ningún tratamiento con desinfectante y el recuento 
bacteriana (UFC/disco) de los discos de acero inoxidable que si 
se les sometió al tratamiento con los desinfectantes por el 
tiempo especificado por el fabricante; se observa que después 
del tratamiento con los desinfectantes hubo reducción del 
recuento bacteriano para Staphylococcus aureus ATCC y cepa 
clínica. (Figura 10) 
Figura 10. Comparación de UFC/disco del control y UFC/disco después del 
tratamiento con Lejía tradicional, Supersafe-D® y Dezavid® 0,05 %, 0,10 %y 1,00 % 
para Staphylococcus aureus. 
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Comparación del recuento bacteriana (UFC/disco) del grupo 
control en el cual los discos de acero inoxidable no se les 
sometieron a ningún tratamiento con desinfectante y el recuento 
bacteriano (UFC/disco) de los discos de acero inoxidable que si 
se les sometió al tratamiento con los desinfectantes por el 
tiempo especificado por el fabricante; se observa que después 
del tratamiento con los desinfectantes hubo reducción del 
recuento bacteriano para Pseudomonas aeruginosa ATCC y 
cepa clínica. (Figura 11) 
Figura 11.  Comparación de UFC/disco del control y UFC/disco después del 
tratamiento con Lejía tradicional, Supersafe-D® y Dezavid® 0,05 %, 0,10 %y 1,00 % 
para Pseudomonas aeruginosa. 
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4.3. Evaluación de la reducción bacteriana 
4.3.1. Reducción logarítmica 
Se halló la reducción logarítmica de los desinfectantes: Lejía 
tradicional, Supersafe-D® y Dezavid® 0,05 %, 0,10 %y 1,00 
% para evaluar la eficacia de los desinfectantes contra 
biopelículas de Staphylococcus aureus y Pseudomonas 
aeruginosa sobre discos de acero inoxidable. 
 
Tabla 8. Porcentaje y Reducción logarítmica de los desinfectantes para 
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa 
 
 
DESINFECTANTE TIEMPO DE EXPOSICIÓN BACTERIA CEPA 
CONTROL 
UFC/disco 
Bacterias 
después del 
tratamiento 
UFC/disco 
Reducción 
logarítmica 
Log [N0]-Log [N] 
 
(%) 
Lejía (1:20) 5 min 
S. aureus 
ATCC 8,95 x 106 3,45 x103 3,41 99,96145 
CLÍNICA 10,03 x 106 4,32 x103 3,36 99,95693 
P. aeruginosa 
ATCC 6,92 x 105 4,28 x103 2,21 99,38150 
CLÍNICA 7,72 x 105 5,63 x103 2,14 99,27073 
Supersafe-D® 10 min 
S. aureus 
ATCC 8,95 x 106 3,67 6,39 99,99996 
CLÍNICA 10,03 x 106 4,17 6,38 99,99996 
P. aeruginosa 
ATCC 6,92 x 105 4,00 5,24 99,99942 
CLÍNICA 7,72 x 105 4,17 5,27 99,99946 
Dezavid® 
0,05 % 60 min 
S. aureus 
ATCC 8,95 x 106 4,70 x 104 2,28 99,47486 
CLÍNICA 10,03 x 106 4,73 x 104 2,33 99,52841 
P. aeruginosa 
ATCC 6,92 x 105 6,05 x 104 1,06 91,25723 
CLÍNICA 7,72 x 105 6,58 x 104 1,07 91,47668 
Dezavid® 
0,10 % 60 min 
S. aureus 
ATCC 8,95 x 106 1,10 x 103 3,91 99,98771 
CLÍNICA 10,03 x 106 1,12 x 103 3,95 99,98883 
P. aeruginosa 
ATCC 6,92 x 105 4,95 x 103 2,15 99,28468 
CLÍNICA 7,72 x 105 4,93 x 103 2,20 99,36140 
Dezavid® 
1,00 % 30 min 
S. aureus 
ATCC 8,95 x 106 0 6,95 100,00000 
CLÍNICA 10,03 x 106 0 7,00 100,00000 
P. aeruginosa 
ATCC 6,92 x 105 0 5,84 100,00000 
CLÍNICA 7,72 x 105 0 5,89 100,00000 
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4.4. Comparación estadística de la eficacia 
Se separó en 4 familias los datos (S. aureus ATCC, S. aureus cepa 
clínica, P. aeruginosa ATCC y P. aeruginosa cepa clínica) y por cada 
familia se separó 6 grupos (control, Lejía, Dezavid® 0,05 %, 
Dezavid® 0,10 %, Dezavid® 1,00 % y Supersafe-D®); se ingresaron 
los datos en el SPSS v24 para hallar las medias automáticamente y 
determinar mediante el test de ANOVA si existe diferencias 
significativas entre alguno de los grupos. 
Como se observa en la Tabla 8, todas las familias resultan con 
diferencias significativas menores a 0,05 lo cual rechaza la hipótesis 
nula de que todas las medias son iguales. Una vez realizado esto, se 
pasa a la prueba pos hoc de DUNCAN para comparar los grupos 
entre sí.  
 
Tabla 9. Análisis de ANOVA de los desinfectantes y el grupo control. 
BACTERIAS GRUPOS Suma de cuadrados gl Media cuadrática F Sig. 
Staphylococcus 
aureus ATCC 
Entre 
grupos 399600334278036,000 5 
79920066855607,1 
1170873856,222 68256,769 0,000 
Dentro de 
grupos 35126215686,667 30 
Total 399635460493722,000 35 
Staphylococcus 
aureus cepa 
clínica 
Entre 
grupos 502290664159948,000 5 
100458132831990 
1111430553,694 90386,334 0,000 
Dentro de 
grupos 33342916610,833 30 
Total 502324007076559,000 35 
Pseudomonas 
aeruginosa 
ATCC 
Entre 
grupos 2312899212213,330 5 
462579842442,667 
10643889,022 43459,664 0,000 
Dentro de 
grupos 319316670,667 30 
Total 2313218528884,000 35 
Pseudomonas 
aeruginosa cepa 
clínica 
Entre 
grupos 2879932563056,810 5 
575986512611,361 
10915111,361 52769,641 0,000 
Dentro de 
grupos 327453340,833 30 
Total 2880260016397,640 35 
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El test de DUNCAN junta los grupos que no guardan diferencia 
significativa y los separa de otros con los que guardan diferencia 
significativa. 
Como se observa en Tabla 9 y 10 para Staphylococcus aureus 
ATCC y cepa clínica no se hallaron diferencias estadísticas 
significativas entre Dezavid® 1,00 %, Dezavid® 0,10 %, Lejía y 
Supersafe-D®. Tanto el grupo control, como Dezavid® 0,05 % son 
significativamente diferentes con los demás grupos. 
 
Tabla 10. Análisis de comparaciones múltiples “DUNCAN” para Staphylococcus 
aureus ATCC. 
 
 
 
Tabla 11. Análisis de comparaciones múltiples “DUNCAN” para Staphylococcus 
aureus cepa clínica. 
 
 
GRUPOS N 1 2 3 
Dezavid® 1,00 % 6 0,00 
  
Supersafe-D® 6 3,67 
  
Dezavid®  0,10% 6 1101,67 
  
Lejía 6 3450,00 
  
Dezavid®  0,05% 6 
 
47000,00 
 
Control 6 
  
8950000,00 
Sig. - 0,875 1,000 1,000 
GRUPOS N 1 2 3 
Dezavid® 1,00 % 6 0,00 
  
Supersafe-D® 6 4,17 
  
Dezavid®  0,10% 6 1120,00 
  
Lejía 6 4316,67 
  
Dezavid®  0,05% 6 
 
47333,33 
 
Control 6 
  
10033333,33 
Sig. - 0,840 1,000 1,000 
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Para Pseudomonas aeruginosa ATCC y cepa clínica como se 
observa en Tabla 11 y 12 no se hallaron diferencias estadísticas 
significativas entre Dezavid® 1,00 % y Supersafe-D®; tampoco se 
halló entre Dezavid® 0,10 % y Lejía. Tanto el grupo control, como 
Dezavid® 0,05 % son significativamente diferentes con los demás 
grupos. Además entre Dezavid® 1,00 % y Supersafe-D® son 
significativamente diferentes a Dezavid® 0,10 % y Lejía. 
 
Tabla 12. Análisis de comparaciones múltiples “DUNCAN” para Pseudomonas 
aeruginosa ATCC. 
 
 
Tabla 13. Análisis de comparaciones múltiples “DUNCAN” para Pseudomonas 
aeruginosa cepa clínica. 
 
 
 
 
GRUPOS N 1 2 3 4 
Dezavid® 1,00 % 6 0,00 
  
 
Supersafe-D® 6 4,00 
  
 
Lejía 6  4283,33 
 
 
Dezavid®  0,10% 6  4950,00 
 
 
Dezavid®  0,05% 6 
  
60500,00  
Control 6 
   
691666,67 
Sig. - 0,998 0,726 1,000 1,000 
GRUPOS N 1 2 3 4 
Dezavid® 1,00 % 6 0,00 
  
 
Supersafe-D® 6 4,50 
  
 
Lejía 6  5633,33 
 
 
Dezavid®  0,10% 6  4933,33 
 
 
Dezavid®  0,05% 6 
  
65833,33  
Control 6 
   
771666,67 
Sig. - 0,998 0,716 1,000 1,000 
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V. DISCUSIÓN 
Una biopelícula se puede definir como una comunidad microbiana 
organizada en las EPS que se adhiere a las superficies vivas o 
inanimadas. Numerosas bacterias gram-positivas, gram-negativas y 
hongos de importancia clínica pueden formar biopelículas82, siendo 
difíciles de erradicar porque son altamente resistentes a los 
desinfectantes por uno o más mecanismos, además se considera que son 
responsables de hasta el 60 % de todas las infecciones en humanos83. 
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa son productores 
notorios de biopelículas, el primero es nosocomial y responsable 
principalmente de infecciones asociadas a dispositivos médicos y 
superficies84,85 y el segundo es un patógeno oportunista que causa 
infecciones potencialmente mortales principalmente en pacientes de UCI, 
inmunosuprimidos y pacientes  con fibrosis quística84,86.  
Aunque la evidencia epidemiológica apunta a que las biopelículas son 
fuente de numerosas enfermedades infecciosas, los mecanismos exactos 
por los cuales los provocan son poco conocidos, algunos de ellos que 
podrían iniciar el proceso de la enfermedad son el desprendimiento de 
células o agregados celulares, la producción de endotoxinas, el aumento 
de la resistencia al sistema inmune del huésped y la provisión de un nicho 
para la generación de organismos resistentes. En este entorno, es 
necesario que los desinfectantes sean eficaces sobre las biopelículas y se 
apliquen procedimientos de control de infecciones para limitar el riesgo87. 
Hasta la fecha, la selección de desinfectantes para hospitales 
generalmente se ha basado en su actividad contra las bacterias 
planctónicas. Sin embargo, una selección adecuada de un desinfectante 
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debería depender de la actividad de este sobre biopelículas; es por ello 
que se vienen realizando múltiples estudios sobre la eficacia de 
desinfectantes en biopelículas6, 77, 78, 82, 88-92. 
El objetivo de este trabajo fué evaluar la eficacia de dos desinfectantes de 
uso hospitalario frente a biopelículas de Staphylococcus 
aureus y Pseudomonas aeruginosa formadas sobre acero inoxidable que 
es un material encontrado universalmente en el entorno hospitalario 
porque es ampliamente utilizado para superficies y equipos93. 
Se evaluó la eficacia del desinfectante Dezavid® (cloruro de benzalconio 
1 % y PHMB 9 %) y Supersafe-D® (amonio cuaternario de última 
generación 0,25 %); adicionalmente se demostró la eficacia de la lejía 
tradicional (1:20) (hipoclorito de sodio 0,30 %) como un desinfectante de 
uso común en los hospitales.  
La norma española UNE-EN:2015 nos indica que para que un 
desinfectante sea efectivo este debe demostrar una reducción logarítmica 
≥ 4 log ( ≥ 99,99 %)94. Al no existir un umbral logarítmico establecido de la 
reducción que debe alcanzarse para determinar la eficacia de los 
desinfectantes contra biopelículas, algunos estudios toman como 
referencia este parámetro81, sin embargo se sabe que la resistencia de las 
biopelículas a los desinfectantes es mucho mayor que el de células 
planctónicas por los diferentes motivos que se ha venido explicando en el 
presente estudio, es por ello que se considera que una reducción de 2 o 3 
logaritmos es significativo en la eficacia de los desinfectantes. 
Para  Dezavid® 0,05 % (cloruro de benzalconio 0,0005 % y PHMB 0,0045 
%) en Staphylococcus aureus  ATCC y cepa clínica tuvo una reducción 
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logarítmica de 2,28 log (99,47 %) y 2,33 log (99,53 %) respectivamente; y 
para Pseudomonas aeruginosa  ATCC y cepa clínica fue de 1,06 log 
(91,26 %) y 1,07 log (91,48 %) respectivamente; en Dezavid®  0,10 % 
(cloruro de benzalconio 0,001 % y PHMB 0,009 %) en Staphylococcus 
aureus  ATCC y cepa clínica tuvo una reducción de 3,91 log (99,99 %) y 
3,95 log (99,99 %) respectivamente; y para Pseudomonas aeruginosa  
2,15 log (99,28 %) y 2,20 log (99,36 %) respectivamente. En cuanto al 
desinfectante Dezavid® 1,00 % (cloruro de benzalconio 0,01 % y PHMB 
0,09 %) y Supersafe-D® (amonio cuaternario de última generación 0,25 
%) se obtuvo tanto en Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa 
una reducción > 5 log (> 99,999 %). En el caso de lejía (1:20) (hipoclorito 
de sodio 0,30 %) encontramos una eficacia mayor que para Dezavid® 
0,05 %; en Staphylococcus aureus ATCC y cepa clínica tuvo una 
reducción de 3,41 log (99,96 %) y 3,36 log (99,96 %) respectivamente; y 
para Pseudomonas aeruginosa 2,21 log (99,38 %) y 2,14 log (99,27 %) 
respectivamente.  
En un estudio realizado por Smith k, et al. Determinaron la eficacia del 
desinfectante cloruro de benzalconio al 1 % en discos de acero inoxidable 
sobre biopeliculas de 8 cepas clínicas de Staphylococcus aureus y 
Pseudomonas aeruginosa presentaron una eficacia del desinfectante del 
92-98 % y 30-96 % respectivamente88. A pesar de usar una concentración 
mayor de cloruro de benzalconio los resultados de eficacia son menores a 
los que obtuvimos en ambas bacterias, esto podría deberse a que el 
Dezavid®  no sólo contiene cloruro de benzalconio sino también PHMB, 
estos desinfectantes que contienen una mezcla de QAC y otros 
desinfectantes aumentan su efectividad95  y el Supersafe-D® contiene un 
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amonio cuaternario de última generación, la amplia variedad de 
estructuras químicas posibles con los QAC ha permitido un aumento 
continuo de la eficacia al tiempo que reduce costos y disminución de la 
toxicidad89. 
Cabeça T, et al.  evaluaron la eficacia de los desinfectantes  biguanida 
(0,50 %), compuestos de amonio cuaternario (0,50 %) e hipoclorito de 
sodio (1,50 %), en biopelículas de Staphylococcus aureus obteniendo una 
reducción logarítmica de 5,7 log  con hipoclorito de sodio, 2,6 log con 
biguanida y 3,1 log  con compuestos de amonio cuaternario. Estos datos 
muestran que el hipoclorito de sodio fue el más efectivo contra las 
biopeliculas de Staphylococcus aureus, mientras que el desinfectante de 
biguanida fue el menos efectivo90; los resultados que se obtuvieron en 
este estudio del hipoclorito de sodio fue una reducción logarítmica menor 
(3,39 log), debido a que se trabajó a una concentración menor (0,30 %). 
De igual forma en otro estudio en Pseudomonas aeruginosa, el hipoclorito 
de sodio a una concentración de 0,20 %, tiene una reducción de 4,90 log 
que es mayor a lo que se obtuvo en este estudio (2,21 log), habiendo 
utilizado una concentración menor; además lograron una reducción de 2,4 
log para cloruro de benzalconio al 0,20 %82. 
Los resultados obtenidos en el presente estudio también difieren a los 
obtenidos por Tote K, et al. en la que la eficacia del hipoclorito de sodio 1 
% fue mayor (99 %) que otros desinfectantes como cloruro de 
benzalconio al 0,08 % (84 %) y Clorhexidina digluconato (97 %) en 
biopeliculas de Staphylococcus aureus; de la  misma forma en 
biopeliculas de Pseudomonas aeruginosa del hipoclorito de sodio 1 % 
tubo mayor eficacia (86 %) que otros desinfectantes como cloruro de 
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benzalconio 0,08% (86 %) y Clorhexidina digluconato 1,00 % (47 %)91. 
Además en este estudio no sólo evaluaron la viabilidad de las bacterias, 
sino también la eliminación de la matriz de la biopelícula demostrando que 
el hipoclorito de sodio destruye hasta 45 % de la matriz mientras que el 
cloruro de benzalconio y Clorhexidina digluconato 1,00 % (biguanidina) no 
tiene ninguna actividad sobre la misma. Este dato es muy importante 
puesto que si bien el Dezavid® 1,00 % y Supersafe-D® tienen unan 
eficacia mayor a 99,999 % (5 log) sobre la viabilidad de las bacterias al 
ser ambos desinfectantes a base de amonio cuaternario y además una 
biguanidina en el caso de Dezavid® podrían no tener ningún efecto sobre 
la matriz de la biopelícula. Para eliminar la contaminación de la 
biopelícula, el microorganismo dentro de la biopelícula debe ser destruido 
y la estructura de la biopelícula debe ser removida de la superficie. Si un 
desinfectante solo mata a la bacteria pero deja la estructura de la 
biopelícula en su lugar, puede crear un nido al que otras bacterias pueden 
adherirse para crear una nueva biopelícula más rápidamente. Por otro 
lado, si un desinfectante elimina la biopelícula sin matar a la bacteria, 
liberará la bacteria planctónica, que contaminará el medio ambiente 
circundante82, 91. 
Es complejo comparar los resultados de estos diferentes estudios porque 
las condiciones para el desarrollo de la biopelícula, concentración de los 
desinfectantes, cepas clínicas resistentes y tiempos de exposición varían 
mucho; y estas diferencias pueden ser significativas92. 
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VI. CONCLUSIONES 
 Se optimizó un método para la formación de biopelícula de 
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa sobre discos de 
acero inoxidable. 
 Se evaluó la reducción bacteriana para  Dezavid® 0,05 % en 
Staphylococcus aureus  ATCC y cepa clínica los cuales tuvieron una 
reducción logarítmica de 2,28 log (99,47 %) y 2,33 log (99,53 %) 
respectivamente; y para Pseudomonas aeruginosa  ATCC y cepa 
clínica fue de 1,06 log (91,26 %) y 1,07 log (91,48 %) respectivamente; 
en Dezavid®  0,10 % para Staphylococcus aureus  ATCC y cepa 
clínica tuvo una reducción de 3,91 log (99,99 %) y 3,95 log (99,99 %) 
respectivamente; y para Pseudomonas aeruginosa  ATCC y cepa 
clínica fue de 2,15 log (99,28 %) y 2,20 log (99,36 %) respectivamente. 
En cuanto al desinfectante Dezavid® 1,00 % y Supersafe-D® se obtuvo 
tanto en Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa una 
reducción > 5 log (> 99,999 %). 
 Dezavid® 1,00 %; 0,10 % y Supersafe-D® fueron los desinfectantes 
con mayor eficacia para Staphylococcus aureus ATCC y cepa clínica. 
En el caso de Pseudomonas aeruginosa ATCC y cepa clínica los 
desinfectantes con mayor eficacia fueron Dezavid® 1,00 % y 
Supersafe-D®. 
 Lejía (1:20) tuvo igual eficacia que Dezavid® 1,00 %; 0,10 % y 
Supersafe-D® para Staphylococcus aureus ATCC y cepa clínica. En el 
caso de Pseudomonas aeruginosa ATCC y cepa clínica la Lejía (1:20) 
tuvo igual eficacia que Dezavid® 0,10 %. 
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VII. RECOMENDACIONES 
 Al observar las notables diferencias en la eficacia de los desinfectantes 
sobre células planctónicas y biopeliculas, es obvio que las actuales 
normas no son adecuadas para los microorganismos sésiles, lo que 
respalda la necesidad de una norma para evaluar la eficacia de los 
desinfectantes en las biopelículas. 
 Los programas de limpieza y desinfección deben ser realizados por 
personal capacitado que entienda la importancia de los factores que 
afectan la acción de los desinfectantes debido a que la aparición de la 
resistencia de las biopelículas a los desinfectantes, entre otros podrían 
estar asociados con el mal uso y el uso excesivo de agentes 
antimicrobianos. 
 Debe supervisarse periódicamente el sistema de limpieza y 
desinfección para verificar su eficacia. 
 La investigación futura para la fabricación de desinfectantes debería 
centrarse en combinaciones sinérgicas que exploten aún más las 
propiedades antibiofilm de estos desinfectantes tanto en la viabilidad de 
las células como en la destrucción de la matriz.  
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IX. ANEXOS 
 
ANEXO 1 
Ficha técnica de Dezavid® 
 
 
 
 75 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 76 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 77 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 78 
 
ANEXO 2 
Etiqueta de Supersafe-D® 
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ANEXO 3 
Ficha técnica de Lejía Tradicional 
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ANEXO 4 
Discos de acero inoxidable de 1 cm de diámetro y 1 mm de espesor grado 
médico pulido 304 
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ANEXO 5 
Recuento total de colonias de Staphylococcus aureus 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BACTERIA
1 +300 +300 160 155 32 33 5 5 0 0 0 0 0 0 0 0
2 +300 +300 170 169 35 35 4 3 0 0 0 0 0 0 0 0
3 +300 +300 163 168 38 34 5 8 0 0 0 0 0 0 0 0
1 +300 +300 154 161 40 44 7 5 0 0 0 0 0 0 0 0
2 +300 +300 165 155 42 42 9 7 0 0 0 0 0 0 0 0
3 +300 +300 159 158 45 46 12 9 0 0 0 0 0 0 0 0
1 4 5 - - - - - - 0 0 0 0 0 0 0 0
2 3 4 - - - - - - 0 0 0 0 0 0 0 0
3 3 3 - - - - - - 0 0 0 0 0 0 0 0
1 5 3 - - - - - - 0 0 0 0 0 0 0 0
2 4 6 - - - - - - 0 0 0 0 0 0 0 0
3 5 2 - - - - - - 0 0 0 0 0 0 0 0
1 +300 +300 285 284 154 157 45 57 8 8 0 0 0 0 0 0
2 +300 +300 288 287 159 156 46 46 8 9 0 0 0 0 0 0
3 +300 +300 289 291 155 156 45 43 10 9 0 0 0 0 0 0
1 +300 +300 290 293 159 159 48 49 11 11 0 0 0 0 0 0
2 +300 +300 290 289 168 160 47 48 9 10 0 0 0 0 0 0
3 +300 +300 290 289 161 160 45 47 11 10 0 0 0 0 0 0
1 287 288 111 110 22 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 288 291 109 112 19 22 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 290 289 110 109 24 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 289 293 114 113 22 24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 293 295 111 113 25 23 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 295 295 112 109 23 24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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ANEXO 6 
Recuento total de colonias de Pseudomonas aeruginosa 
 
 
BACTERIA
1 +300 +300 170 174 40 38 7 5 0 0 0 0 0 0 0 0
2 +300 +300 180 173 38 39 6 3 0 0 0 0 0 0 0 0
3 +300 +300 175 181 51 51 7 9 0 0 0 0 0 0 0 0
1 +300 +300 190 181 65 64 8 5 0 0 0 0 0 0 0 0
2 +300 +300 195 185 55 59 10 7 0 0 0 0 0 0 0 0
3 +300 +300 189 193 47 48 9 6 0 0 0 0 0 0 0 0
1 3 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 4 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 5 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 3 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 6 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 5 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 +300 +300 +300 +300 287 289 62 65 12 15 0 0 0 0 0 0
2 +300 +300 +300 +300 295 299 60 59 18 20 0 0 0 0 0 0
3 +300 +300 +300 +300 280 275 59 58 15 17 0 0 0 0 0 0
1 +300 +300 +300 +300 285 288 66 62 17 16 0 0 0 0 0 0
2 +300 +300 +300 +300 290 291 64 65 17 15 0 0 0 0 0 0
3 +300 +300 +300 +300 290 287 68 70 14 13 0 0 0 0 0 0
1 +300 +300 190 189 45 54 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 +300 +300 185 184 50 51 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 +300 +300 188 188 48 49 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 +300 +300 191 195 49 49 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 +300 +300 189 187 47 54 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 +300 +300 193 193 48 49 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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